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Effect of different dose of leucine on glycogen reserves
from denervated skeletal muscle of rats
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RESUMO
O objetivo do estudo foi investigar o efeito de diferentes doses de leucina sobre as reservas glicogênicas
do músculo esquelético de ratos desnervados. Foram utilizados 36 ratos Wistar com 3 a 4 meses,
pesando entre 200 e 300g sendo mantidos em condições controladas de bioterismo. Os animais foram
distribuídos em grupo experimentais denominados controle(C); desnervados(D); tratados com
aminoácido leucina em três doses 5mM(CL5); 1,25mM(CL1,25) e 0,30mM(CL0,30); desnervado tratado
com 0,30mM(DL0,30). A suplementação da leucina foi feita por gavagem e a desnervação foi realizada
pela secção do nervo isquiático. As análises do conteúdo de glicogênio foram realizadas em amostras
dos músculos sóleo(S), gastrocnemio branco(GB) e vermelho(GV). O músculo S apresentou redução
no glicogênio tanto em CL5(-42,8%) quanto em CL1,25(-33%) e aumento na dose CL0,30(+38%). É
possível que a baixas doses de leucina tenham estimulado a secreção de insulina, promovendo au-
mento na velocidade de captação de glicose pelos tecidos periféricos de 11.2±0,3%/min C para
14,16±0,2%/min no grupo tratado com CL0,30. O glicogênio do GB e GV apresentou-se reduzido nos
grupos CL5(-44,8%) e CL1,25(-32,6%) comparado ao C; no entanto, no grupo CL0,30 não foi observado
diferença em relação ao Grupo C. Observou-se ainda diminuição do glicogênio no grupo D(26% S; 35%
GB; 28,5% no GV) e no DL0,30(35,6% GB e 65% no GV) em comparação com C. Conclusão: Altas doses
de leucina podem comprometer a formação de glicogênio muscular e 0,30mM mostrou-se efetiva
mesmo estando o músculo em repouso.
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Introdução
Visando compreender a plasticidade do tecido
muscular, foram desenvolvidos modelos experimen-
tais que promovem desordem na homeostasia da jun-
ção neuromuscular, quer seja por meio da desnervação
ou pela imobilização muscular, induzindo o quadro de
hipotrofia.1
Vários estudos abordam parâmetros morfoló-
gicos e fisiológicos de músculos desnervados, mas a
literatura é escassa sobre o efeito do aminoácido
leucina sobre parâmetros quimiometabólicos das fi-
bras desnervadas.
Infelizmente, não há tratamento eficaz para pre-
venir os eventos deletérios inerentes ao desuso muscu-
lar. Porém, com a identificação de algumas vias de sina-
lização relacionada à hipotrofia muscular e concomi-
tante ao avanço das pesquisas, novos tratamentos po-
dem ser propostos buscando minimizar os efeitos deleté-
rios promovidos pelas alterações no controle motor ou
funcional.2 Dentre as diversas substâncias plausíveis de
utilização, destaca-se o aminoácido leucina que interage
tanto com as vias anabólicas quanto com as vias anti-
catabólicas da musculatura esquelética, local das prin-
cipais alterações resultantes da limitação funcional.
 Dentre a diversidade de condições patológicas
atendidas nas clínicas fisioterapeuticas, destacam-se
pacientes que são acometidos de lesões de nervos
periféricos, muitos até com interrupção completa da
inervação motora. Concomitante à lesão, há perda da
ação voluntária e reflexa, proliferação de tecido con-
juntivo intramuscular, diminuição ou perda na capaci-
dade de gerar força, fatores que podem levar à hipo-
trofia muscular.3
Além das alterações supracitadas, o músculo
desnervado apresenta resistência insulínica, diminui-
ção na concentração da enzima fosfatidilinositol-3-
kinase (PI3K), diminuição na população de GLUT 4 e
na expressão gênica do RNAm do GLUT 4, fatores
que convergem para a diminuição nas reservas ener-
géticas acompanhada de proteólise e atrofia.4,5
Nesse contexto, tem-se caracterizado a hipo-
trofia muscular como um processo com intensidade
diferente para cada tipo de músculo.6,7 As fibras mus-
culares do tipo I possuem menor adaptação em rela-
ção às fibras do tipo II, sendo consequentemente mais
afetadas pelo desuso.8
Em situações de desuso, as fibras lentas apre-
sentam alterações histo-fisiológicas marcantes como
irregularidades no retículo sarcoplasmático, fibrilas
desintegradas, lesão mitocondrial, linhas Z estendidas,
condensação e fragmentação da cromatina nuclear,
além da redução de sarcômeros em paralelo.9,10
Nos dias atuais, é muito comum, atletas e prati-
cante de atividade física utilizarem substâncias que
potencialmente auxiliem o ganho de massa muscular
e aumentem as reservas energéticas, visando melho-
rar o desempenho físico. Dentre as diferentes opções,
o uso de complexos de aminoácidos de cadeia ramifi-
cada é uma opção amplamente utilizada.11
A leucina é um aminoácido diretamente envol-
vido na síntese protéica muscular, diminuição no cata-
bolismo e melhora nas reservas energéticas.12,13,14 É
possível que haja uma inter-relação entre os sinais
metabólicos gerados pela leucina e o equilíbrio no
metabolismo de carboidratos, modulando os sinais
insulínicos nos tecidos periféricos.15 Uma vez que o
conteúdo de glicogênio é indicativo do status energético
do músculo, o objetivo do presente estudo foi investi-
gar a ação de diferentes doses de leucina sobre o com-
portamento das reservas glicogênicas do músculo es-
quelético de ratos desnervados.
Materiais e Métodos
Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar
(Rathus novergicus var, albinus, Rodentia, Mamalia),
com 3 a 4 meses de idade pesando entre 200 e 300
gramas adquiridos da empresa ANILAB® (Paulínia).
Os animais permaneceram em gaiolas coletivas con-
tendo 3 a 4 animais recebendo água e alimentação ad
libitum, sendo mantidos em ambiente com tempera-
tura controlada de 23 ± 2 ºC e ciclo claro/escuro de 12
horas, com luz acesa a partir das 6 horas. Posterior-
mente, os ratos foram distribuídos em grupos, segun-
do o Quadro 1. O experimento foi aprovado pelo Co-
mitê de Ética da Universidade Federal de São Carlos
(UFSCar), pelo protocolo 011/2006.
Suplementação com aminoácido leucina
Diariamente, a leucina foi administrada por
gavagem durante sete dias, nas doses de 5 mM, 1,25
mM e 0,30 mM/100g de peso corporal do animal.
Desnervação
Os ratos foram anestesiados com tiopental
sódico (40 mg/kg, peso, ip), a pata posterior esquerda
foi tricotomizada e uma porção do nervo isquiático
(1 cm) foi seccionada e retirada, segundo a proposta
de Coderre et al., 1992.3
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Glicogênio muscular
Para a determinação do conteúdo de glicogênio,
os animais foram decapitados e amostras dos múscu-
los sóleo, gastrocnêmio porção branca e gastrocnê-
mio porção vermelha foram retiradas e pesados em
balança eletrônica. A determinação da concentração
de glicogênio nas amostras foi feita através do méto-
do do fenol sulfúrico, segundo a proposta de Siu et al.,
(1970).16 Os valores foram expressos em mg/100 mg
de peso úmido.
Avaliação da constante de decaimento da
glicemia
Para avaliação da constante de decaimento da
glicemia, os animais foram anestesiados (tiopental 40
mg/Kg, ip) e através de um corte da cauda foi coleta-
do uma amostra de sangue. A glicemia foi avaliada
através de fita de glicoteste One touch, configurando
o tempo zero. A seguir, insulina (2 U/Kg) foi injetada
na região intraperitoneal e a glicose foi reavaliada em
amostras de sangue coletadas nos tempos 2,5; 5; 10;
15 e 30 min. Os valores glicêmicos foram utilizados
para o cálculo da constante de decaimento através do
software ORIGIN®.
Análise estatistica
A análise estatística foi realizada através do teste
t de Student para as amostras quando comparados
entre si, para as demais analises foi realizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, seguido da aplicação da
análise de variância ANOVA: one way e do pós-teste
de Tukey, com relevância estatística de p<0,05. Para
tal, foi utilizado o software Origin ®. Os resultados
estão expressos como média ± erro padrão da média.
Resultados
A análise do efeito da desnervação muscular
sobre as reservas glicogênicas mostra redução expres-
siva no conteúdo de glicogênio, atingindo 26% no sóleo,
35% no gastrocnêmio porção branca e 28,5% no gas-
trocnêmio porção vermelha (figura 1).
 Após suplementação com leucina houve redu-
ção nas reservas de glicogênio atingindo 42,8% na dose
5 mM no sóleo; 44,8% no gastrocnêmio porção bran-
ca e 50,9% no gastrocnêmio porção vermelha (Figura
2). Após suplementação com 1,25 mM de leucina foi
observada redução de 33,3% na concentração de
glicogênio no sóleo; 32,6% no gastrocnêmio porção
branca e 23,5% no gastrocnêmio porção vermelha.
Após suplementação com o aminoácido na con-
centração 0,30 mM foi observado aumento significa-
tivo nas reservas de glicogênio do músculo sóleo nor-
mal, onde o conteúdo foi elevado em 38%, não sendo
observada ação nos demais músculos (figura 3).
Partindo da observação que a suplementação
com leucina na dose de 0,30 mM foi efetiva na melho-
ra das condições energéticas do músculo sóleo nor-
mal, passamos a avaliar o efeito desta dose nos mús-
culos desnervados. Não foi verificada mudança nas
reservas de glicogênio do músculo sóleo desnervado
tratado com esta dose, além de existir redução nas
reservas de glicogênio, atingindo 35,6% no gastrocnê-
mio porção branca e 65% no gastrocnêmio porção
vermelha (figura 4).
Frente a diferentes doses da leucina, não hou-
ve modificação no peso do músculo sóleo em nenhu-
ma concentração. Observa-se também que a
denervação reduziu 25,4% do peso do músculo sóleo
Quadro 1
Distribuição dos ratos em grupos experimentais (n=6).
Grupos experimentais n
Controle (Grupo C) 6
Denervado (Grupo D) 6
Controle Tratado com aminoácido Leucina 5 mM (Grupo CL5) 6
Controle Tratado com aminoácido Leucina 1,25 mM (Grupo CL1,25) 6
Controle Tratado com aminoácido Leucina 0,30 mM (Grupo CL0,30) 6
Desnervado Tratado com aminoácido Leucina 0,30 mM (Grupo DL0,30) 6
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Figura 1. Valores de média ± epm, da concentração de glicogênio (mg/100mg) dos músculos sóleo (S), gastrocnêmio porção branca
(GB) e gastrocnêmio porção vermelha (GV) de ratos controle (C) e desnervados (D), n=6 para cada grupo. *P<0,05 comparado ao
controle.
Figura 2. Valores de média ± epm, da concentração de glicogênio (mg/100mg) dos músculos sóleo (S), gastrocnêmio porção branca
(GB) e gastrocnêmio porção vermelha (GV) de ratos tratados com leucina 5mM (5) e leucina 1,25 mM (1,25), n=6 por grupo.
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Figura 3. Concentração de glicogênio (mg/100mg) de ratos controle (C) e suplementados com leucina (L; 0,30mM/100g) dos músculos
sóleo (S), gastrocnêmio porção branca (GB) e gastrocnêmio porção vermelha (GV). Os valores correspondem à média ± epm,.
*P<0,05 comparado ao controle.
Figura 4. Concentração de glicogênio (mg/100mg) de ratos desnervados (D) e suplementados com leucina (L; 0,30mM/100g) dos
músculos sóleo (S), gastrocnêmio porção branca (GB) e gastrocnêmio porção vermelha (GV). Os valores correspondem à média ± epm,
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e que a dose de 0,30mM de leucina não foi efetiva em
impedir a hipotrofia (figura 5).
No grupo controle, a constante de decaimento
da glicemia foi de 11,2 ± 0,3%/min. Por outro lado, no
grupo tratado com leucina 0,30 mM foi observado o
valor de 14,16 ± 0,2%/min, representando elevação
de 26% na presença do aminoácido.
Discussão
Apesar da literatura retratar os benefícios liga-
dos à suplementação nutricional com o aminoácido
leucina, não há consenso com relação à dose efetiva
deste aminoácido.
Os dados demonstraram diminuição significati-
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va no conteúdo de glicogênio dos músculos quando há
suplementação com leucina na dose de 5 mM e 1,25
mM. Este fato possivelmente se deve a uma relação
multifatorial exercida pelo aminoácido, na modulação
das vias metabólicas do tecido muscular. Ressalta-se
que Lancha (2004)14 sugeriu que os aminoácidos de
cadeia ramificada são ativadores de síntese protéica e
da formação das reservas energéticas musculares após
esforços intensos, diferindo do perfil de análise aqui
apresentado, uma vez que foi realizado em repouso.
No âmbito da tipagem de fibra muscular, foi
observado que a leucina atuou preferencialmente em
fibra tipo I, característica do músculo sóleo, o qual é
mais responsivo à insulina e, desta forma, as reservas
glicogênicas podem ter sido elevadas por ação indire-
ta, uma vez que o aminoácido exerce ação enquanto
secretagogo da insulina.15,17,24
Um ponto importante a se destacar é que nos
músculos desnervados, a leucina não expressou sua
ação indicando que a manutenção das reservas ener-
géticas está relacionada com a manutenção da iner-
vação motora, responsável pelo trofismo e pelo con-
trole na sensibilidade insulínica e integridade das vias
citosólicas.17
Diversos autores demonstraram que as doses
de leucina utilizadas na experimentação científica po-
dem ser excessivas, ocasionando resistência insulínica
periférica. Isto resultaria no declínio significativo nas
reservas musculares de glicogênio como demonstra-
mos nos grupos tratados com leucina nas doses de 5
mM e 1,25 mM. Por outro lado, este estudo demons-
trou que leucina na dose de 0,30 mM (considerada
baixa) pode exercer ação potencializadora na forma-
ção destas reservas. Esta dose pode ser usada como
um instrumento de manutenção das reservas energé-
ticas em casos de depleção como observado na
desnervação, imobilização muscular, ou ainda na prá-
tica esportiva.17,19,20,21
Um ponto a se considerar esta ligado ao estudo
de Deshmukh et al. (2009)20, onde foi demonstrado
que a dose 5 mM é considerada como alta (supra fisi-
ológica), e por esta razão pode ter comprometido a
homeostasia das reservas aqui relatadas.22,23
Sabe-se que a leucina atua preferencialmente
em fibras de contração lenta e como observado no
grupo desnervado e desnervado suplementado com
aminoácido leucina, as reservas glicogênicas dos mús-
culos sóleo foram similares e indicam que não houve
efeito nesta condição.12 Outro ponto a ser aventado
se refere à possibilidade do tratamento com altas do-
ses ter ação dessensibilizadora, visto sua ação poten-
cializadora do processo secretório de insulina provo-
cando redução na sensibilidade insulínica devido a in-
tensidade do estímulo e como reflexo há comprometi-
Figura 5. Peso (mg) do músculo sóleo controle (C) e desnervados (D), suplementados com leucina 5 mM (5); 1,25 mM (1,25) e 0,30 mM.
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mento na formação das reservas glicogênicas.18
Foi descrito que leucina na dose de 0,30mM
eleva a velocidade de captação de glicose por tecidos
periféricos, corroborando com a melhora no suprimen-
to energético tecidual, tal como demonstrado neste
estudo.23 No mesmo perfil de análise sabe-se que a
leucina também exerce ação anabólica ativando a
enzima mTOR trazendo reflexos na manutenção das
vias sinalizadoras teciduais, no entanto, nesta condi-
ção a leucina não foi eficiente para impedir a proteólise
dos músculos desnervados.19,25,26
ABSTRACT
The aim of this study was to investigate the action of different doses of leucine on the dynamics of
glycogen reserves of denervated skeletal muscle of rats. Wistar rats aged 3 to 4 months, weighing
between 200 and 300g being kept under controlled conditions Biotery. The animals were divided into
experimental group called control (C), denervated (D) treated with amino acid leucine in three doses
5nm(CL5), 1.25 mM (CL1,25) and 0.30mM(CL0,30), denervated treated with 0.30mM(DL0,30). Supple-
mentation was performed by gavage and denervation was performed by sectioning the sciatic nerve. The
analysis of the content of glycogen was performed on samples of the soleus(S), gastrocnemius white(GW)
and red(GR). The muscle was lower in S glycogen (-33% and -42,8%), both in CL1,25 and CL5 and
increased in a dose CL0,30(+38%), possibly due to act upon this low dose of insulin secretagogue,
promoting an increase in the rate of glucose uptake by peripheral tissues (11,2± 0,3%/min C x 14,16 ±
0,2%/min CL0,30). The glycogen's GW and GR presented themselves in small groups CL1,25 (-32,6%)
and CL5 (-44,8%) compared to C, however, the group CL0,30 no difference was observed in C. There
was also decreased in group D (26% S; 35% GW; 28,5% GR) if compared to C. Conclusion: High doses
of leucine may compromise the formation of muscle glycogen and 0.30mM was shown to be effective
even when the muscle at rest.
Keywords: Denervation. Glycogen. Leucine.
Conclusão
O experimento demonstra que altas doses de
leucina podem comprometer a homeostasia dos pro-
cessos formadores das reservas musculares de
glicogênio, afetando o equilíbrio energético muscular.
Por outro lado, a dose de leucina de 0,30 mM (consi-
derada baixa) mostrou-se efetiva na sensibilização pe-
riférica à insulina e na indução da formação das re-
servas glicogênicas no músculo tipo I, promovendo
melhores condições energéticas.
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